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I. RELACION DE LAS PRINCIPALES ABREVIATURAS USADAS 
EN EL TEXTO 
 
 
LES: lupus eritematoso sistémico 
TNF: tumor necrosis factor 
ELISA: enzimoinmunoanálisis 
HCQ: hidroxicloroquina 
LT: linfocitos T 
LB: linfocitos B 
rFas: receptor de Fas 
sFas: Fas soluble 
LFas: Fas ligando 
SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index 
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2. INTRODUCCION 
 
El lupus eritematoso sistémico (LES), prototipo de las enfermedades 
autoinmunes, es una enfermedad multisistémica que se caracteriza por una 
alteración en la respuesta inmunológica con producción de autoanticuerpos 
dirigidos contra antígenos celulares. El resultado final es la afección de 
múltiples órganos y sistemas1. A pesar de su complejidad, los mecanismos 
patogenéticos empiezan a ser comprendidos, de manera que pueden 
resumirse de la siguiente forma: la asociación entre una susceptibilidad 
genética y determinados factores ambientales desencadenaría la aparición de 
una respuesta inmunológica anormal, con un incremento de la función 
cooperadora de los linfocitos T y como consecuencia, un aumento de la 
actividad de los linfocitos B, con la consiguiente producción anómala de 
autoanticuerpos que, directamente o formando complejos inmunes, serían los 
responsables de la mayoría de las lesiones tisulares2. 
 
 
2.1. LA APOPTOSIS 
 
En el descubrimiento de los mecanismos patogenéticos de estas enfermedades 
ha sido muy importante el conocimiento de la inmunorregulación que se 
produce a nivel del timo en la época fetal, donde se produce un proceso de 
selección, mediante el cual, aquellos timocitos capaces de reaccionar contra 
antígenos propios son eliminados por "apoptosis"3.  
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La palabra apoptosis significa en griego “caída de las hojas de los árboles en 
otoño”.  La apoptosis es un proceso fisiológico presente en todas las células del 
organismo. Es una forma de muerte celular programada4, es decir, que no se 
debe al efecto lesivo directo de un agente agresor, sino que se trata de una 
especie de "suicidio" de la célula indeseable para el correcto desarrollo y 
función de un órgano o sistema5. Esto ocurre cuando dicha célula tiene un 
funcionamiento inadecuado o bien, cuando ésta es, o se convierte en, nociva 
para el órgano en el que se encuentra. Por lo tanto, la apoptosis está 
involucrada en la selección del repertorio de linfocitos T y en el mantenimiento 
de la tolerancia, ya que es el mecanismo por el que se eliminan las células que 
podrían dar lugar a respuestas autoinmunes6. 
 
2.1.1. Descripción del proceso de apoptosis (Figura 1). 
El núcleo y el citoplasma se condensan preservando la integridad de la 
membrana plasmática y de los orgánulos. La cromatina se compacta contra la 
membrana nuclear. La célula se fragmenta en cuerpos apoptóticos. Se produce 
la fagocitosis de los cuerpos apoptóticos por los macrófagos, con lo que se 
impide la liberación de los contenidos celulares al espacio extracelular, 
evitándose de esta forma el desarrollo de procesos inflamatorios. 
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Figura 1: Descripción del proceso de apoptosis. 
 
La base estructural de los cambios nucleares que se producen en la apoptosis 
depende de la “endonucleasa endogena” que rompe el DNA a nivel de las 
regiones nexo entre nucleosomas. Esto produce la fragmentacion del DNA en 
más de 1 millón de unidades de DNA bicatenario de tamaño similar (200 pares 
de bases). 
 
2.1.2. Diferencias entre necrosis y apoptosis. 
La apoptosis es un mecanismo fisiológico de muerte celular diferente 
morfológica y bioquímicamente de la necrosis. 
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La apoptosis está programada genéticamente en respuesta a estímulos  
fisológicos o condiciones subletales; mantiene la integridad de la membrana; 
disminuye del tamaño celular; preserva la integridad del los orgánulos; presenta 
una temprana condensación de la cromatina y fragmentación del DNA en 
puntos muy concretos dando lugar a fragmentos oligonucleosomales que son 
de un tamaño muy regular. La célula se fragmenta en cuerpos apoptóticos 
rodeados por membrana que son reconocidos y fagocitados evitando la 
inflamación. 
Por el contrario, la necrosis es accidental o provocada por agentes letales 
(hipertermia, hipoxia, etc); existe pérdida de la integridad de la membrana; hay 
entrada de agua, aumento del tamaño celular y activación de fosfolipasas con 
rotura de las membranas de los orgánulos; se produce de forma tardía la 
condensación de la cromatina y la fragmentación del DNA en fragmentos 
grandes y de tamaño irregular. La célula libera los contenidos de los orgánulos 
y los restos celulares inducen la inflamación local. 
 
2.1.3. Regulación de la apoptosis. 
La apoptosis está regulada por múltiples factores tanto intra como 
extracelulares. Veremos cómo defectos en su regulación están relacionados 
con la aparición de diversas patologías (pe. neoplasias, síndrome de la 
inmunodeficiencia adquirida y enfermedades autoinmunes7, entre otras). 
Entre los factores humorales están los corticoides. El complejo hormona-
receptor interacciona con el núcleo, lo que provoca la transcripción de genes 
activadores de la apoptosis (linfocitos y timocitos). La testosterona inhibe la 
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apoptosis de las células prostáticas. Por esto, la orquiectomía provoca la 
involución prostática. La eritropoyetina inhibe la apoptosis de las células 
precursoras de eritrocitos. La sustancia inhibidora mülleriana (secretada por el 
testículo fetal) estimula la apoptosis del conducto de Müller, lo que induce el 
desarrollo del conducto de Wolff. 
Se producen una serie de interacciones celulares que también interfieren en el 
proceso apoptótico. Un ejemplo de interacción por contacto es la selección 
neuronal en la que las neuronas que no hacen sinapsis de forma efectiva 
mueren por apoptosis. La interacción por interleucinas es crucial. Por ejemplo, 
los linfocitos citotoxicos secretan “perforinas” que destruirán el citoplasma 
celular, con la consiguiente secreción de “fragmentinas”, lo que estimulará la 
apoptosis. También secretan “linfotoxinas” que estimulan las endonucleasas. 
Las células Natural-Killer secretan TNF-alfa y los linfocitos T, TNF-beta. 
También influyen una serie de factores intracelulares como la concentración 
intracelular de iones que estimulan (Ca, Mg) o inhiben (Zn) la endonucleasa 
(DNasa I); enzimas mediadoras de señales apoptóticas (proteincinasa C, 
tirosincinasas y tirosinfosfatasas); procesos oxidativos (radiaciones ionizantes) 
hacen que ciertas moléculas reaccionen con el O2, con la consiguiente 
producción de radicales libres y lesión del DNA. 
Por último, dado que la órden parte de la propia célula, es esencial la 
transcripción de determinados genes (factores génicos). Igual que los genes 
implicados en la génesis de neoplasias se llaman “oncogenes”, a los implicados 
con las enfermedades autoinmunes se les llama “autogenes”. 
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2.1.4. La apoptosis y las enfermedades autoinmunes 
sistémicas. 
Diversos grupos de estudio en el campo de las enfermedades autoinmunes han 
intentado aclarar algunos puntos relacionados con el papel de la apoptosis en 
la etiopatogenia de las enfermedades autoinmunes. 
Así, estudios en el lupus del ratón han comprobado que existe un acúmulo de 
gran número de linfocitos T activados/memoria autorreactivos en sangre 
periférica. Otros trabajos observaron que los linfocitos que mueren por 
apoptosis son los causantes de la producción de autoanticuerpos en las 
enfermedades autoinmunes. Varios autores han observado que la 
hidroxicloroquina (HCQ) induce apoptosis en los linfocitos periféricos de forma 
dosis y tiempo dependiente, quizás por la inhibición de la producción de 
citoquinas (IL-1, IL-6, TNF). Por lo tanto, la HCQ puede ejercer su efecto 
antirreumático a través de la inducción de la apoptosis en los linfocitos. Este 
efecto proapoptótico de la HCQ se produce en todas las subpoblaciones de 
linfocitos T estudiadas, tanto en el LES como en los controles, aunque los 
linfocitos del LES muestran mayor resistencia que los de los controles a la 
apoptosis inducida por HCQ. Esto hacía pensar que puede existir un defecto de 
la apoptosis de los linfocitos en las enfermedades autoinmunes. En este 
sentido, diversos estudios han evidenciado que la proporción de macrófagos 
con material de células apoptóticas en su interior es menor en el LES que en 
los controles, por lo que la fagocitosis del material apoptótico puede estar 
reducida en el LES, con la consiguiente presentación de autoantígenos 
nucleares y la formación de anticuerpos contra nucleoproteínas. Los estudios 
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de Emlen et al concluyeron que los linfocitos recién aislados muestran bajos 
grados de apoptosis, no obstante, el grado de apoptosis es mayor en los 
linfocitos recién aislados de LES que en los de los controles y pacientes con 
artritis reumatoide. Los linfocitos en cultivo de los tres grupos sufren apoptosis, 
pero en los de pacientes lúpicos, el grado de apoptosis es 2.35 veces mayor 
que en la artritis reumatoide y los controles, lo que no está influido por los 
corticoides ni citotóxicos. Existe correlación entre el grado de apoptosis "in 
vitro" y la actividad de la enfermedad. Los linfocitos en el LES liberan grandes 
cantidades de material nucleosomal al espacio extracelular, en proporción 
directa con el grado de apoptosis. Por lo tanto, la apoptosis defectuosa de los 
linfocitos en el LES puede suministrar gran cantidad de antígenos nucleares 
extracelulares con la consiguiente respuesta inmune y la formación de 
inmunocomplejos. Concluyen que los resultados obtenidos apoyan la teoría de 
que, anormalidades en la apoptosis pueden contribuir en la patogénesis del 
LES.  
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2.2. APOPTOSIS E INTERLEUCINAS: 
 
Las citocinas son un grupo de sustancias producidas por diversos tipos 
celulares que intervienen como mediadores de las respuestas inmunológica e 
inflamatoria. Con la designación de “citocinas” se incluye un grupo de proteínas 
y péptidos que actúan como reguladores humorales sistémicos a muy bajas 
concentraciones, modulando la actividad de un amplio número de tipos 
celulares. A partir de la década de los 80, una vez conseguida su clonación y 
con la disponibilidad de anticuerpos monoclonales específicos para cada 
citocina, se ha realizado un paso decisivo para su conocimiento. No obstante, 
las consideraciones referentes a la actividad de las citocinas que se exponen a 
continuación, dificultan la interpretación de cuál es el significado clínico 
derivado de la actividad de estas sustancias. 
 
2.2.1. Consideraciones sobre la actividad de las citocinas: 
Las citocinas actúan a través de receptores de membrana, que son proteínas 
de transmembrana capaces de convertir una señal extracelular en intracelular. 
Además, estas proteínas receptoras pueden solubilizarse, pudiendo actuar 
como agonistas o antagonistas de sus citocinas. 
Las citocinas tienen mecanismos de acción propios y característicos. Su acción 
puede ser redundante o coincidente (pe. IL-1, IL-6, TNF-alfa); pleitrópica sobre 
diversos tejidos con múltiples efectos biológicos; sinérgica o agonista; 
antagonista. Además, su acción puede ser dependiente de diversas 
circunstancias contextuales como su concentración, estado de la célula sobre 
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la que actúan, presencia de otras citocinas, secuencia temporal de actuación 
con respecto a otras citocinas, etc. 
 
2.2.2. Las citocinas y las enfermedades autoinmunes. 
La apoptosis está involucrada en la selección del repertorio de linfocitos T y en 
el mantenimiento de la tolerancia, ya que es el mecanismo por el que se 
eliminan las células que podrían dar lugar a respuestas autoinmunes. 
En esta dirección, han proliferado en los últimos años, estudios que han 
relacionado la implicación de diversas citocinas en la regulación de la apoptosis 
de estas células autorreactivas, y por ende, en diferentes enfermedades de 
carácter autoinmunitario (Figura 2). 
La interleucina-1, secretada por los macrófagos, tiene una actividad 
proinflamatoria. La interleucina-2 se libera al suero en forma de Receptor 
Soluble de IL-2 tras la activación linfocitaria (LTh1). El Receptor Soluble de IL-2 
se detecta en suero en individuos sanos, y sólo se detecta en niveles 
superiores a los normales en enfermedades con excesiva activación linfocitaria. 
Actúa promoviendo la proliferación de los linfocitos T. La interleucina-4, 
secretada por los LT activados, promueve la activación, proliferación y 
diferenciación de los LB, asicomo la inducción de LTh2 que regulan la 
inmunidad humoral. La interleucina-5, liberada también por los LT activados, 
además de promover la activación, proliferación y diferenciación de los LB, es 
el principal factor regulador de la eosinofilia (de aquí la eosinofilia en algunos 
tumores). La interleucina-6, secretada por los macrófagos activados, 
monocitos, fibroblastos y células endoteliales, regula la respuesta 
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inmunológica, la hematopoyesis y las reacciones de fase aguda. El interferón 
gamma o tipo II que es liberado por los LT activados y linfocitos Natulal Killer, 
inhibe la proliferación de LTh2, aumenta la actividad citolítica de las células T 
citotóxicas incrementando la expresión del receptor de IL-2. 
La interleucina-10, producida por los linfocitos LTh2, es coestimulador del 
crecimiento de varias células hematopoyéticas, incluyendo LB y LT, inhibe la 
síntesis de IFN-gamma e IL-2 por los LT; inhibe la síntesis de IL-1, IL-6 y TNF-
alfa por los macrófagos, lo que le confiere un efecto  antiinflamatorio. Varios 
estudios muestran que la IL-10 contribuye a inhibir la apoptosis de las células 
autorreactivas en los pacientes lúpicos. Además, la expresión de IL-10 se ha 
relacionado con la actividad de la enfermedad.  
La diferente actividad de TNF-alfa o caquectina sobre varios tipos celulares 
depende de la distinta expresión o regulación de sus receptores, aunque, en 
lineas generales tiene una actividad antitumoral (sinergia con INF-gamma), de 
mediador en el shock séptico y efecto pro-inflamatorio. TNF-alfa es secretada 
por monocitos, macrófagos y linfocitos, puede interferir en la apoptosis de los 
linfocitos autorreactivos de los pacientes lúpicos. 
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Figura 2: esquema de las principales funciones de las interleucinas relacionadas con la 
etiopatogenia de la autoinmunidad. 
 
LTh2
LTh1
IL-10 (ef. antiinflamatorio)
INF-gamma
IL-2
TNF-alfa (ef. proinflamatorio)
IL-1/ IL-6
IL-4 / IL-5 / IL-6
+ prolif. LT ==> INMUNIDAD CELULAR ==> ENF. AUTOINMUNES
INMUNIDAD HUMORAL ==> ENF. ALERGICAS
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2.3. APOPTOSIS Y ONCOGENES 
 
La investigación sobre alteraciones de la apoptosis se ha dirigido últimamente a 
intentar detectar anomalías en los genes implicados en el control y regulación 
de este proceso. Se han identificado en el ser humano algunos genes cuya 
transcripción parece ser crucial en este proceso: fas, p53, bcl-2, entre otros8. 
El gen fas/APO-1/CD95 es un inductor de apoptosis en los linfocitos T y B ya 
activados. A nivel de las enfermedades autoinmunes, el gen fas, también 
llamado APO-1, es el que más expectativas despertó inicialmente9-10. Este gen 
codifica una proteína transmembrana de la familia del receptor del factor de 
necrosis tumoral, cuya estimulación conduce a la apoptosis de linfocitos T y B 
previamente activados11. Teniendo en cuenta que la apoptosis constituye un 
mecanismo que evita una proliferación excesiva y descontrolada de células 
implicadas en la respuesta inmune, no debe extrañar que una de las señales 
que estimulan la apoptosis en los linfocitos sea la propia activación de éstos.  
Así pues, la llamada "apoptosis inducida por la activación"12 se desencadena 
por la estimulación de las inmunoglobulinas de membrana en los linfocitos B, y 
en los LT por la interacción con su receptor (TCR) a cargo de antígenos o, 
experimentalmente, de otras sustancias. Esta señal es transmitida a un 
segundo mensajero intracelular (calcio, protein-kinasa C, tirosin-kinasa) que 
actúa a nivel del núcleo y ocasiona la transcripción de determinados genes13. 
La expresión de estos genes determina la sobreexpresión del receptor de Fas 
(rFas) y la inducción del Fas ligando (Lfas), lo que hace que se active el 
proceso de apoptosis en dicha célula14. (Figura 3) 
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Por lo tanto, la apoptosis inducida por la activación se desencadena por la re-
estimulación de los LB por sus inmunoglobulinas de superficie o por la 
reinteracción  antigénica con los receptores de los LT ya activados. Esto 
conlleva a la transcripción de anti-oncogenes por los mecanismos apoptóticos 
descritos.  
Este fenómeno tiene importancia en la  autotolerancia (selección tímica 
negativa), en la tolerancia inmunológica (desensibilización), y en el mecanismo 
de “feed-back” para evitar respuestas inmunes exageradas (fenómenos 
autoinmunitarios y síndromes linfoproliferativos). 
 
Figura 3: Mecanismo de acción de Fas. Se puede observar el receptor Fas (rFas, 
proteína transmembrana), estimulado por la unión del Fas ligando (LFas), lo que 
activa el sistema de caspasas, concluyendo en la activación de la endonuclesa (CAD) 
encargada de fragmentar el material genético en nucleótidos de tamaño muy regular. 
Se puede observar como el Fas soluble (sFas) que es la parte extracelular del rFas, se 
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desprendería del resto de la proteína debido a defectos genéticos o a la acción de otras 
citocinas o oncogenes. 
 
El gen p53 también llamado “guardián del genoma”, se encarga de estimular la 
apoptosis cuando hay un daño importante del DNA que no podrá ser reparado 
(Figura 4). El p53 es un oncogén recesivo, localizado en el brazo corto del 
cromosoma 17. Sus alteraciones se han relacionado con el origen de diversas 
neoplasias (pe. colon, mama, pulmón, etc). Su función parece estar asociada 
principalmente a la regulación del ciclo celular mediante el bloqueo del paso de 
la fase G1 a S. De esta forma, la célula sufre apoptosis si existen alteraciones 
en el DNA de difícil reparación.  
 
Figura 4: Mecanismo de acción de p53 
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El protooncogén bcl-2 inhibe habitualmente la apoptosis, de manera que, en 
caso de una sobreexpresión anómala, permitirá una proliferación celular 
excesiva con el posible desarrollo de neoplasias (Figura 5). Bcl-2 fue 
inicialmente identificada por su participación en la mayoría de linfomas no 
Hodgkin de células B, donde la traslocación intercromosomal t(14:18) 
yuxtapone el gen bcl-2 con el locus de las inmunoglobulinas, lo que lleva a la 
transcripción de altos niveles de bcl-2, con el consiguiente incremento de la 
supervivencia celular. 
 
 
Figura 5: Mecanismo de acción de bcl-2. En el esquema arriba a la izquierda, el bcl-2 
en la membrana de la mitocondria (proteína intracitoplasmática). A la derecha se ve 
como el bcl-2 actúa inhibiendo la vía apoptótica del Fas, a través de inhibir la 
activación de la endonucleasa (CAD) encargada de la fragmentación del DNA. 
Introducción 
 22
2.4. LOS GENES REGULADORES DE LA APOPTOSIS Y LAS 
ENFERMEDADES AUTOINMUNES. 
 
Además de la conocida implicación que tienen las mutaciones o alteraciones de 
los genes reguladores de la apoptosis en la génesis de neoplasias, se 
sospecha que cambios en la expresión de los mismos podrían desempeñar 
algún papel en la patogenia de las enfermedades autoinmunes, al favorecer la 
proliferación de determinadas poblaciones celulares de efecto autorreactivo3. 
La investigación sobre alteraciones de la apoptosis se ha dirigido últimamente a 
intentar detectar anomalías en los genes implicados en el control y regulación 
de este proceso15-19. Se han identificado en el ser humano algunos genes cuya 
transcripción parece ser crucial en este proceso20: p53, rb, c-myc, bcl-2, ras, 
bcl-x, fas, TRPM-2 y mdm2. (Figura 6) 
Figura 6: Interrelación entre los distintos oncogenes. 
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2.4.1. fas/APO-1/CD95.  
El gen fas tiene la función de inductor de apoptosis en los linfocitos T y B una 
vez activados21. El interés que ha despertado la proteína que codifoca fas 
(rFas) deriva de diversos estudios realizados con ratones MRL/lpr, los cuales 
presentan una mutación genética que hace que sus linfocitos carezcan de Fas 
de membrana (rFas)22. Estos linfocitos, previamente activados con anti-CD3-
TCR o con antígeno, no sufren apoptosis ante una nueva estimulación con 
dichas sustancias, es decir, no presentan muerte celular programada inducida 
por la activación. Este fallo en la apoptosis hace que en el timo de estos 
ratones se produzca el "escape" hacia la sangre periférica de clonas 
autoinmunes. Los ratones desarrollan un cuadro clínico con manifestaciones 
autoinmunes generalizadas similares al LES, denominado "lupus-like". Todo 
ello parece indicar que la presencia de rFas es necesaria para la regulación de 
la respuesta inmune y que, en caso de ser deficitario, pueden aparecer clonas 
celulares que escapen al proceso de selección tímica y que induzcan procesos 
autoinmunes generalizados. 
Se ha descrito que los pacientes lúpicos presentan valores elevados de una 
forma soluble de Fas en el plasma. Este Fas-soluble (sFas) interaccionaría con 
su ligando (LFas) e impediría la unión de éste al Fas de membrana (rFas), lo 
que inhibiría la apoptosis linfocitaria y favorecería así la supervivencia de las 
células autorreactivas23-25. 
Algunos estudios han intentado implicar diferentes citocinas en la regulación de 
la expresión y función de estos oncogenes en el entramado que supone la 
regulación en general de la apoptosis y en su relación con la etiopatogenia de 
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las enfermedades autoinmunes. En este sentido, diversos estudios sugieren 
que TNF-alfa puede interferir en la apoptosis de los pacientes lúpicos 
inhibiendo la función del rFas. 
 
2.4.2. p53 o “guardian del genoma”. 
Este gen sólo estimula la apoptosis cuando hay un daño importante del DNA 
que no podrá ser reparado. Sus alteraciones se han relacionado con 
neoplasias (pe. colon). Su función está controlada por el gen rb. 
Los genes supresores de tumor, como p53, son activadores de apoptosis, de 
forma que una mutación que los convierta en disfuncionantes tendrá un efecto 
similar. Las mutaciones del p53 parecen implicadas en la patogenia de 
numerosos tumores sólidos, pero su papel en las enfermedades autoinmunes, 
por el momento, se desconoce26-27. Takahashi et al objetivaron que las 
mutaciones de p53 producen un aumento de la vida media de la proteína 
mutada, lo que produce un acúmulo de p53 en las células transformadas.  
Kovacs et al observaron que los anticuerpos anti-p53 pueden ser identificados 
en el suero de los pacientes con LES y con otras enfermedades autoinmunes. 
Los linfocitos T inmaduros autorreactivos son eliminados o anergizados a su 
paso por el timo. En sangre periférica, los linfocitos activados son eliminados 
por apoptosis inducida por la activación (o mediada por Fas). Pacientes afectos 
de ciertas malignancias que presentan acúmulos de p53 mutado en sus células 
tumorales son portadores de anticuerpos anti-p53 circulante. Encontraron 
anticuerpos anti-p53 en el 32% de los pacientes lúpicos, frente al 15% de 
pacientes no lúpicos (2 Sd. Sjogren y 1 esclerodermia sistémica) y en el 0% de 
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los controles sanos. Las determinaciones seriadas de anticuerpos anti-p53 en 
un paciente durante 3 años no mostraron correlación con la actividad de la 
enfermedad. No han encontrado mutaciones en los exones 5-10 del gen p53 de 
los linfocitos T de los pacientes lúpicos estudiados, por lo que concluyen que la 
presencia de Ac anti-p53 no es el resultado de mutaciones en el gen p53 de los 
linfocitos T, aunque, es posible que la mutación se encuentre en otras células o 
en una región no testada del gen. Los métodos comerciales para la detección 
de p53 pueden reconocer tanto las proteínas mutadas como las vírgenes en los 
linfocitos activados, por lo que es posible que, tras la activación celular ocurra 
un cambio conformacional de la proteina que resulte en la formación de un 
neoantígeno. Esto hace pensar que es posible que un cambio conformacional 
de p53 en los linfocitos activados del LES pueda llevar a la sobreproducción de 
anticuerpos anti-p53, aún en ausencia de mutaciones del gen p53. 
 
2.4.3. bcl-2. 
El protooncogen bcl-2 inhibe habitualmente la apoptosis, de manera que, en 
caso de una sobreexpresión anómala, permitirá una proliferación celular 
excesiva con el posible desarrollo de neoplasias (sobretodo de estirpe 
hematológica)28-30. No obstante, el papel de bcl-2, bien conocido en la 
etiopatogenia de determinadas leucemias y linfomas B, está aún por definir en 
las enfermedades autoinmunes en humanos. Al parecer, bcl-2 se halla 
moderadamente sobreexpresado en los linfocitos de pacientes con LES, hecho 
que, si bien no puede considerarse específico de esta enfermedad, sí que 
habla en favor de una disregulación de la apoptosis en su patogenia31-33. 
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Algunos autores han encontrado un incremento de la apoptosis “in vitro” de los 
linfocitos en los pacientes lúpicos. Se cree que Bcl-2 tiene un efecto regulador 
negativo sobre la apoptosis Fas-dependiente. En fase de actividad, se 
produciría un aumento de la apoptosis de estos linfocitos producido por un 
incremento mayor del Fas que del Bcl-2. Esto lleva a un acúmulo de cuerpos 
apoptóticos que contienen fragmentos de DNA. Estas partículas son captadas 
por los macrófagos, llegándose a colapsar este sistema de depuración. Es 
entonces cuando se formarían diversos autoanticuerpos (anti-DNA) con los 
consiguientes fenómenos autoinmunes. 
Otros autores que creen que existe una inhibición de la apoptosis de 
determinadas clonas de linfocitos que tienen efecto autorreactivo, y que 
deberían haber sido eliminados durante el proceso de selección tímica. Esta 
inhibición se acompaña de una sobreexpresión de Bcl-2 en los linfocitos de 
estos pacientes lúpicos34, aunque no está clara su participación directa en 
dicho fenómeno33.  
Diversos estudios muestran que la IL-10 contribuye a inhibir la apoptosis de las 
células autorreactivas en los pacientes lúpicos, a través de aumentar la 
expresión de Bcl-2 en estas células. Además, la expresión de IL-10 y Bcl-2 se 
ha relacionado con la actividad de la enfermedad. 
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2.5. INTERES CLINICO. 
 
Como hemos expuesto con anterioridad, en la etiopatogenia de las 
enfermedades autoinmunes parece estar implicada una alteración en los 
mecanismos de apoptosis. Los estudios preliminares realizados no han 
demostrado si estas alteraciones se producen a nivel genómico (mutación, 
delección, amplificación), a nivel transcripcional o a nivel de la expresión de las 
proteínas implicadas en la apoptosis, bien en la membrana linfocitaria o a nivel 
soluble. El estudio de la existencia o no de estas alteraciones y su 
caracterización puede ayudar, sin duda, a definir mejor la patogenia tanto del 
LES como de otros procesos autoinmunes en el hombre. Ello no solamente 
tiene interés en el plano teórico, sino también por las implicaciones terapéuticas 
que podría tener la restauración del control de la apoptosis en los casos en que 
estuviese alterada. A este respecto, es interesante indicar que desde hace 
tiempo se vienen empleando, de forma no premeditada, fármacos con esta 
propiedad, como los glucocorticoides y los inmunosupresores. Se cree que los 
glucocorticoides tienen un efecto inductor de la apoptosis en los linfocitos35. No 
obstante, parece ser que los linfocitos más inmaduros (los doble negativos o 
CD4-/CD8-) son precisamente los que serían más resistentes a la acción de los 
esteroides, y, quizás por ello, han evitado la apoptosis inducida por los 
glucocorticoides endógenos durante el proceso de selección negativa en el 
timo36.  Por ello, el principal problema radica en su inespecificidad de acción, 
que da lugar a numerosos efectos no deseados al afectar a células no 
implicadas en el proceso patológico. Por lo tanto, el objetivo en los próximos 
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años debe ser hallar terapias que actúen selectivamente sobre las células 
autorreactivas implicadas en las enfermedades autoinmunes. 
Las investigaciones sobre la utilización de futuros tratamientos deberían ir 
encaminados a inhibir la apoptosis cuando está estimulada (pe. SIDA, 
isquemia); y estimular la apoptosis cuando está inhibida (pe. enfermedades 
autoinmunes, neoplasias). 
 
2.5.1. Perspectivas futuras. 
a) A nivel de factores solubles (pe. sFas). El posible papel de la plasmaféresis 
para depurar el plasma de estos factores solubles. 
b) A nivel de receptores de membrana (Fas, bcl-2, p53, etc). Ya hemos visto 
cómo  los glucocorticoides y citostáticos parecen tener un efecto inductor de la 
apoptosis en los linfocitos. La ciclosporina A, ciclofosfamida y metrotexate son 
los más utilizados, de forma empírica, en la mayoría de pacientes afectos de 
enfermedades autoinmunes.  
En este sentido, se ha visto como la enterotoxina B de Staphilococcus aureus 
(superantígenos) elimina las células autorreactivas de los ratones MRL-lpr/lpr, 
con la consiguiente mejoría de los parámetros de autoinmunidad. Se ha 
ensayado también con globulinas antilinfocíticas y antitimocíticas, radiaciones 
ionizantes, mediadores celulares (ca, mg, zn, cinasas) y sistemas red-ox. 
Distintos preparados nutritivos antiapoptoticos se han empleado, por ejemplo, 
para combatir la diarrea inducida por quimioterápicos, HIV o radiaciones. 
Anticuerpos monoclonales anti-TNF como proteína pro-apoptótica se han 
utilizado de forma experimental para combatir el shock séptico. 
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c) A nivel de manipulacion genética.  Dado que, la proliferación de células 
autorreactivas es el resultado de defectos en la apoptosis, y que, algunas 
alteraciones de la apoptosis son consecuencia de alteraciones cromosómicas 
puntuales, es lógico pensar que la terapia genética puede ser una estrategia 
terapéutica en el futuro.   
Por ejemplo, la introducción del gen normal en un retrovirus que infectará a la 
célula diana. Vectores retrovirales con la forma normal de p53 penetran en las 
células de determinados tumores sólidos, con los consiguientes efectos 
terapéuticos por apoptosis. Por otro lado, la introducción de fas normal en 
ratones MRL-lpr/lpr, podría conllevar la corrección de los fenómenos 
autoinmunes. 
 
El LES, enfermedad autoinmune por excelencia, se presenta, por tanto, como 
una entidad en la que el estudio de la apoptosis puede contribuir de forma 
valiosa a la comprensión de su patogenia y al desarrollo de tratamientos 
adecuados. 
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3. HIPOTESIS  
 
Existen evidencias de que la alteración en los mecanismos apoptóticos están 
implicados en la patogenia y la actividad de las enfermedades autoinmunes 
sistémicas, de las cuales, el LES es la más representativa. Estas posibles 
anomalías pueden residir a nivel de los genes y de las proteínas que de ellos 
se derivan. Así, puede estar alterado a nivel del genoma (DNA) (mutaciones, 
delecciones o translocaciones), de la transcripción genética (RNAm), la 
expresión de las proteínas que codifican estos oncogenes (receptores) y, por 
último, a nivel de la estimulación de los receptores (ligandos, fracciones 
solubles de los receptores, citocinas). 
Los oncogenes que parecen estar más implicados en la patogenia del lupus 
eritematoso sistémico son bcl-2, fas y p53. Asimismo, las citocinas que pueden 
jugar un papel relevante en la disregulación de la apoptosis de los linfocitos en 
los pacientes lúpicos son la IL-10 y el TNF-alfa.  
Con los trabajos de la presente tesis doctoral nos propusimos corroborar y 
aclarar algunos de estos puntos, así como intentar aportar algunos datos en 
relación a la patogenia y la actividad del LES.  
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4. OBJETIVOS 
 
 
1. Determinar la implicación de los oncogenes (bcl-2, fas y p53) y las citocinas 
(IL-10 y TNF-alfa) en la disregulación apoptótica que presentan los 
pacientes con lupus eritematoso sistémico. 
 
 
2. Estudiar la interrelación que existe entre los distintos oncogenes y citocinas 
implicadas en el mecanismo de regulación de la apoptosis en los pacientes 
con lupus eritematoso sistémico.  
 
 
3. Analizar la relación de las posibles disregulaciones de los elementos que 
participan en la apoptosis con la actividad de la enfermedad lúpica. 
 
 
Investigación y resultados 
 34
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. INVESTIGACION Y RESULTADOS 
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5. 1. RELACION DEL ONCOGEN bcl-2 CON LA PATOGENIA Y 
LA ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO 
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5.1.1. SINTESIS DE LOS RESULTADOS MAS DESTACADOS  
 
1- Relación de Bcl-2 con la presencia de enfermedad lúpica 
• No hay diferencias en cuanto a los niveles de Bcl-2 entre los pacientes 
lúpicos y el grupo control. 
 
2- Relación de Bcl-2 con la actividad de la enfermedad 
• Los pacientes con LES activo tienen niveles mayores de Bcl-2 que los 
pacientes con LES en fase inactiva y el grupo control. 
• Los niveles de Bcl-2 se correlacionan con el índice de actividad (SLEDAI).  
• Los niveles de Bcl-2 no guardan relación con el número de linfocitos que 
tiene el paciente, sino con la actividad de la enfermedad, ya que los 
pacientes lúpicos más activos tienen menor número de linfocitos en sangre 
periférica; en cambio, los niveles de Bcl-2 son más elevados cuanto mayor 
es la actividad. 
 
3- Relación de Bcl-2 con el tratamiento  
• No hemos encontrado relación entre los niveles de Bcl-2 y el tipo de 
tratamiento recibido. 
• Los niveles de Bcl-2 no se correlacionan con la dosis de glucocorticoides 
administrada. 
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5.1.2. CONCLUSIONES PARCIALES  
 
 
1- Los niveles sanguíneos de la oncoproteína Bcl-2 no están elevados en los 
pacientes con LES considerados de forma global, por lo que este oncogen no 
parece tener relación con la patogenia de esta enfermedad. 
 
2- Los niveles de la oncoproteína Bcl-2 en sangre periférica se relacionan sólo 
con la actividad de la enfermedad lúpica. 
 
3- El mecanismo de acción del tratamiento inmunosupresor que se utiliza en el 
LES no parece relacionado con la vía apoptótica de la Bcl-2. 
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5.2. RELACION DE LOS ONCOGENES (fas Y bcl-2) Y LAS 
CITOCINAS (IL-10 Y TNF-ALFA) CON LA PATOGENIA Y LA 
ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO 
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5.2.1. SINTESIS DE LOS RESULTADOS MAS DESTACADOS  
 
1- Relación de sFas, TNF-alfa y IL-10 con la presencia de enfermedad 
lúpica 
• Los pacientes lúpicos tienen niveles más elevados de sFas y TNF-alfa que 
los sujetos del grupo control.  
 
2- Relación de sFas, TNF-alfa y IL-10  con la actividad de la enfermedad 
• Los niveles de IL-10 se correlacionan positivamente con el índice de 
actividad (SLEDAI) y los niveles de anticuerpos anti-DNA, y negativamente 
con los niveles de CH50 del complemento.  
• Los niveles de IL-10 elevados en los pacientes lúpicos activos no están 
influenciados por la alteración de la función renal o presencia de proteinuria. 
• No hay correlación de los niveles de sFas y TNF-alfa con la actividad de la 
enfermedad. 
 
3- Relación entre los distintos parámetros (sFas, TNF-alfa, Bcl-2 y  IL-10) 
• Existe correlación entre los niveles de sFas y Bcl-2, y entre los niveles de 
sFas y TNF-alfa. 
• No hay correlación entre los niveles de sFas y IL-10, entre Bcl-2 y alfa-TNF, 
entre Bcl-2 y IL-10, ni entre los niveles de TNF-alfa y IL-10, 
respectivamente. 
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5.2.2. CONCLUSIONES PARCIALES  
 
1- El Fas soluble y el TNF-alfa presentan niveles séricos elevados  en los 
pacientes con LES, por lo que podrían estar implicados en la patogenia de 
esta enfermedad. 
 
2- Bcl-2 y TNF-alfa podrían influir en la apoptosis a través de interferir en la vía 
apoptótica de Fas, al inducir su liberación en sangre periférica en forma 
soluble (sFas).  
 
3- El hecho conocido de que los valores elevados de SLEDAI y anticuerpos 
anti-DNA, y los valores bajos de CH50, son parámetros de actividad del 
LES, sugiere que los niveles de IL-10 son un buen parámetro de actividad 
en el LES. Ello no ocurre con el sFas y el TNF-alfa. 
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5.3. IMPORTANCIA DEL ONCOGEN P53 Y SU RELACION CON 
OTROS ONCOGENES (fas Y bcl-2) Y CITOCINAS (IL-10 Y TNF-
ALFA), EN LA PATOGENIA Y LA ACTIVIDAD DEL LUPUS 
ERITEMATOSO SISTEMICO 
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RELATIONSHIP OF p53 WITH OTHER ONCOGENES, CYTOKINES AND 
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS ACTIVITY. 
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SUMMARY: 
INTRODUCTION: Defects in the regulation of apoptosis of the autorreactive 
lymphocytes are involved in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus 
(SLE). The apoptotic process relies on adequate functioning of numerous 
molecules, including oncogenes and diverse cytokines. p53 has been 
implicated in the control of the cell cycle through the stimulation of apoptosis of 
these autorreactive cells.  
OBJECTIVE: To study the role of the p53 pathway on the regulation of 
apoptosis in SLE patients and analyze the relationship of the p53 oncoprotein 
with disease activity and other oncogenes (bcl-2, Fas) and cytokines (IL-10, 
alfa-TNF), implicated in the apoptotic process and pathogenesis of SLE.  
MATERIALS AND METHODS: p53 and Bcl-2 antigen expression were 
determined in lysated lymphocytes from 74 patients with SLE and 30 healthy 
people. Serum levels of sFas and cytokines IL-10 and alfa-TNF were studied by 
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA).  
RESULTS: SLE patients had higher levels of p53 protein (0.16+/-0.33) than 
controls (0.014+/-0.02) (p=0.006). Patients with active SLE had higher levels of 
p53 (0.31+/-0.48) than those with inactive disease (0.08+/-0.17) (p = 0.003) who 
in turn had higher levels than controls (0.01+/-0.02) (p = 0.035). A significant 
correlation was found between levels of p53 and  SLE disease activity index 
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(SLEDAI) (R=+0.24 / p=0.04), anti-DNA antibodies (R=+0.23 / p= 0.048) and IL-
10 levels (1.75+/-2.2) (R=+0.4 / p= 0.004). No correlation was found between 
p53 levels and bcl-2 (21.9+/-10.6), soluble-Fas (2.47+/-1.66) or alfa-TNF levels 
(43.3+/-23).  
CONCLUSIONS: The p53 oncoprotein may play a role in the pathogenesis and 
activity of SLE. IL-10 may influence SLE activity by inhibiting the p53 and Bcl-
2/Fas apoptosis pathway of autorreactive cells.  
 
 
INTRODUCTION:  
Several studies have shown that any alteration in the balance between clonal 
deletion and the induction of anergy in autorreactive cells due to impairment of 
the apoptotic process may lead to the persistence of autorreactive lymphocytes 
and play a role in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus (SLE) (1). 
Different oncogens and cytokines are implicated in the regulation of apoptosis 
of these autorreactive cells. Fas/APO1 is a cell surface molecule involved in the 
induction of apoptosis of autorreactive lymphocytes in SLE patients. Elevated 
serum levels of soluble Fas protein (sFas) in SLE patients have been reported 
(2), suggesting that increased levels of sFas (extracellular fraction of Fas 
protein-receptor) may block apoptosis of activated peripheral lymphocytes and 
produce an alteration of lymphocyte apoptosis, thus contributing to autoimmune 
phenomena in SLE (3). Various reports have suggested that Tumor Necrosis 
Factor alfa (alfa-TNF) may be pathogenic in SLE (4). Aringer et al (5) suggest 
that TNF may interfere with apoptosis in SLE patients by inhibiting the Fas 
function. In a previous report, we found that sFas and alfa-TNF serum levels are 
increased in SLE patients and that sFas expression seems to be secondary to 
alfa-TNF activity, which is enhanced in SLE (6). A clear correlation was 
observed between SLE activity and the proportion of autorreactive lymphocytes 
expressing bcl-2, suggesting that high levels of bcl-2 in these cells may ensure 
their survival (7).  Bcl-2 appears to enhance lymphoid cell survival, at least in 
part, by interfering with the Fas pathway of apoptosis (8). Different reports have 
shown that interleukin-10 (IL-10) contributes to the inhibition of apoptosis of 
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autorreactive cells through increased bcl-2 expression (9-12). Furthermore, IL-
10 and bcl-2 expression have been related to disease activity (13-16). We found 
that bcl-2 antigen expression and IL-10 serum levels are related to the 
maintenance of activity in SLE, and a positive correlation between bcl-2 and 
sFas, and between sFas and alfa-TNF levels, respectively(17). 
Tumor suppressor molecule p53 has been implicated in the control of the cell 
cycle through stimulation of apoptosis of autorreactive cells in SLE patients, 
whose damaged DNA cannot be repaired (18,19). Most studies to date evaluate 
only one or two of these molecules making it, and difficult to obtain a global 
view of apoptosis disregulation in SLE patients. The aim of this report is to study 
the role of the p53 pathway in the regulation of apoptosis in SLE patients and its 
relationship with disease activity and with other oncogenes and cytokines that 
have been related with SLE pathogenesis. 
 
 
MATERIALS AND METHODS:  
Human subjects. We prospectively studied p53 antigen expression in lisated 
whole blood samples from 74 consecutive SLE patients diagnosed according to 
the American College of Rheumatology revised criteria for the classification of 
SLE (20). 66 patients were female and 8 were male; the mean age was 36+/-12 
years (range 17-68). The control group were 30 sex- and age-matched healthy 
volunteers. Activity was measured by the SLE Disease Activity Index (SLEDAI) 
score (21). Mean disease activity assesed by SLEDAI was 5.76+/-5 (range 1-
24). Using the SLEDAI score, 74 patients were divided into two groups in 
relation to disease activity according to Mc Laughlin et al (22) , to Knipping et al 
(23) and to Jodo et al (24). 49 patients were matched to an inactive stage 
(SLEDAI < 8) and 25 to an active stage (SLEDAI > 7) of SLE.   Patients treated 
with glucocorticoids were divided into two groups according to Migita et al (25), 
a high-dose glucocorticoid treatment group for patients receiving more than 15 
mg of prednisolone daily and a low-dose group for patients receiving less than 
15 mg. 
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Preparation of samples: Heparinized venous peripheral blood was obtained by 
venous puncture in the early morning.  Bcl-2 and p53 were determined by 
enzyme-linked immunoabsorbent assay in whole blood samples. 250 microlitres 
of whole blood sample were mixed with 50 microlitres of lysis reagent and the 
supernatant frozen at –70ºC. BCL-2 and p53 oncoproteins were determined in 
the supernatant, using a commercially available techniques, Endogen Human 
Bcl-2 Elisa (Endogen Inc, Woburn, USA) and  Pantropic p53 rapid format ELISA 
(Oncogene Science, USA), respectively.  
Serum samples were centrifuged and stored at -20ºC within 4 hr of extraction. 
IL-10, alfa-TNF and sFas were determined using commercially sandwich 
immunosassay available methods from  Immnotech, Medgenic, and Oncogene 
Science,  respectively. 
Statistics: Statistical significance was assessed by the Mann-Whitney U and 
Kruskal-Wallis test for quality variables and by the McPearson and Spearman 
coefficient of correlation for quantity values. Differences were considered 
significant at p ≤ 0.05. 
 
 
RESULTS:  
SLE patients. p53 concentrations were significantly higher in SLE patients 
(0.16+/-0.33) than in the control group (0.014+/-0.02) (p=0.006) (Figure 1). 
Inactive SLE patients had higher levels of p53 (0.08+/-0.17) than controls (p= 
0.035) (Figure 2).  
SLE activity. According to the SLEDAI score, active SLE patients had higher 
levels of p53 (0.31+/-0.48) than inactive ones (p = 0.003) (Figure 2). There was 
a significant correlation between p53 and anti-DNA antibodies levels (p=0.048, 
R=+0.23). p53 levels correlated positively with IL-10 (p=0.004, R=+0.4). 
To rule out the possible influence of different factors on the results we analyzed 
the relationship between p53 levels and renal function  and number of cells in 
samples of SLE patients. No correlation between p53 levels and creatinine, 
proteinuria or leukocyte and lymphocyte count values was found. Thus, we 
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considered that the elevated levels of p53 in SLE patients were not influenced 
by renal function or renal protein loss or leukocyte count. 
Relationship of p53 levels with other cytokynes (alfa-TNF) and oncogenes (Fas, 
Bcl-2). No correlation was found between p53 levels and sFas (2.47+/-1.66), 
bcl-2 (21.9+/-10.6) or alfa-TNF levels (43.3+/-23). 
Treatment. In order to evaluate the possible influence of treatment on p53, we 
compared p53 from SLE patients receiving a high (0.08+/-0.24) or low-dose 
(0.16+/-0.32) of glucocorticoids. No significant differences were observed 
between the two groups, although there was a tendency to lower p53 levels in 
the high-dose group.  
 
 
DISCUSSION: 
We found that SLE patients had elevated levels of p53 protein in peripheral 
blood. These results have not been previously reported, and support the 
hypothesis that a conformational change of the p53 oncogen produced by 
mutation may occur upon cell activation, resulting in the formation of a 
neoantigen (26,27). This neoantigen (p53) has a prolonged half life as elevated 
levels can be detected in peripheral bood and could explain the presence of 
anti-p53 antibodies. 
Autoimmunity to DNA is controversial, since native DNA is only poorly 
immunogenic. Thus, the immunogen that actually drives the autoimmune 
reaction to DNA is probably not DNA itself. Recent reports have shown the 
existence of anti-p53 antibodies in SLE patients (28). The p53 molecule 
features a DNA-binding domain that allows it to recognize damaged DNA. In the 
course of an immune response to p53, antibodies to p53 could be formed that 
might bind the DNA-binding domain of p53. These antibodies immunologically 
mimic the structure of damaged DNA. Thus, a DNA-mimicking anti-p53 antibody 
might induce anti-DNA antibodies. These anti-DNA and anti-p53 antibodies 
could functionally block p53 activation and reduce the apoptosis of autorreactive 
lymphocytes in SLE patients (29). We found that p53 levels are correlated with 
the amount of anti-DNA antibodies, thus indirectly supporting this hypothesis. 
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Further studies to determine of anti-p53 antibodies in this group of patients are 
necessary to clarify this point. 
p53 levels were correlated with IL-10 levels and with SLE activity. It is known 
that IL-10 also correlates with disease activity (15-17). These results support 
the hypothesis that IL-10 and p53 overexpression lead to inhibition of 
autorreactive lymphocyte apoptosis. An explanation may be that IL-10 induces 
p53 overexpression, which could stimulate production of anti-p53 and anti-DNA 
antibodies, with the consequent inhibition of the p53 pathway. 
From the results of this study it appears clear that alterations in the p53 
apoptosis pathway play an important role in the pathogenesis and activity of 
SLE. Several cytokines and other oncogenes may interfere with the p53 
oncogene product, favouring the survival of autorreactive lymphocytes and 
facilitating the characteristic features of SLE.  
 
 
REFERENCES: 
(1) Gmelig-Meyling F, Dawisha S, Steinberg AD: Assessment of in vivo 
frequency of mutated T cells in patients with systemic lupus erythematosus. J 
Exp Med 1992;175:297-300. 
(2) Courtney PA, Crockard AD, Williamson K, McConnell J, Kennedy RJ, Bell 
AL: Lymphocyte apoptosis in systemic lupus erythematosus: relationships with 
Fas expression, serum soluble Fas and disease activity. Lupus 1999;8:508-513. 
(3) Cheng J, Zhou T, Liu C, Shapiro JP, Brauer MJ, Kiefer MC, Barr PJ, Mountz 
JD: Protection from Fas-mediated apoptosis by a soluble form of the Fas 
molecule. Science 1994;263:1759-1762. 
(4) Wang M, Dong Y, Huang S: Study of the association between tumor 
necrosis factor alpha gene polymorphism and systemic lupus erythematosus. 
Zhonghua Nei Ke Za Zhi 1999;38:393-396. 
(5) Aringer M, Feierl E, Steiner G, Stummvoll GH, Hofler E, Steiner CW, Radda 
I, Smole JS, Graninger WB: Increased bioactive TNF in human systemic lupus 
erythematosus: associations with cell death. Lupus 2002;11:102-108. 
Investigación y resultados 
 59
(6) Miret C, Font J, Molina R, Garcia-Carrasco M, Filella X, Ramos M, Cervera 
R, Ballesta A, Ingelmo M: Relationship of oncogenes (sFas, Bcl-2) and 
cytokines (IL-10, alfa-TNF) with the activity of systemic lupus erythematosus. 
Anticancer Res 2001;21:3053-3059. 
(7) Rose LM, Latchman DS, Isenberg DA: Apoptosis in peripheral lymphocytes 
in systemic lupus erythematosus: a review. Br J Rheumatol 1997;36:158-163. 
(8) Korsmeter SJ: Bcl-2: a repressor of lymphocyte death. Immunol Today 
1992;13:285-288. 
(9) Mehrian R, Quismorio FP Jr, Strassmann G, Stimmler MM, Horwitz DA, 
Kitridou RC, Gauderman WJ, Morrison J, Brautbar C, Jacob CO: Synergistic 
effect between IL-10 and bcl-2 genotypes in determining susceptibility to 
systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 1998;41:596-602. 
(10) Cohen SB, Crawley JB, Kahan MC, Feldmann M, Foxwell BM: Interleukin-
10 rescues T cells from apoptotic cell death: association with an upregulation of 
Bcl-2. Immunology 1997;92:1-5. 
(11) Weber-Nordt RM, Henschler R, Schott E, Wehinger J, Behringer D, 
Mertelsmann R, Finke J: Interleukin-10 increases Bcl-2 expression and survival 
in primary human CD34+ hematopoietic progenitor cells. Blood 1996;88:2549-
2558. 
(12) Levy Y, Brouet JC: Interleukin-10 prevents spontaneous death of germinal 
center B cells by induction of bcl-2 protein. J Clin Invest 1994;93:424-428. 
(13) Hase K, Tani K, Shimizu T, Ohmoto Y, Matsushima K, Sone S: Increased 
CCR4 expression in active systemic lupus erythematosus. J Leukoc Biol 
2001;70:749-755. 
(14) Liu Y, Yin P, Zhao X: Clinical significance and expression of Bcl-2 protein 
in patients with systemic lupus erythematosus. Zhonghua Nei Ke Za Zhi 
1999;38:94-97. 
(15) Houssiau FA, Lefebvre C, Vanden Berghe M, Lambert M, Devogelaer JP, 
Renauld JC: Serum interleukin 10 titers in systemic lupus erythematosus reflect 
disease activity. Lupus 1995;4:393-395. 
Investigación y resultados 
 60
(16) Park YB, Lee SK, Kim DS, Lee J, Lee CH, Song CH: Elevated interleukin-
10 levels correlated with disease activity in systemic lupus erythematosus. Clin 
Exp Rheumatol 1998;16:283-288. 
(17) Miret C, Font J, Molina R, Garcia-Carrasco M, Filella X, Ramos M, Cervera 
R, Ballesta A, Ingelmo M: Bcl-2 oncogene (B cell lymphoma/leukemia-2) levels 
correlate with systemic lupus erythematosus disease activity. Anticancer Res 
1999;19:3073-3076. 
(18) Alvarado-de la Barrera C, Alcocer-Varela J, Richaud-Patin Y, Alarcon-
Segovia D, Llorente L: Differential oncogene and TNF-alpha mRNA expression 
in bone marrow cells from systemic lupus erythematosus patients. Scand J 
Immunol 1998;48:551-556. 
(19) Herkel J, Erez-Alon N, Mimran A, Wolkowicz R, Harmelin A, Ruiz P, Rotter 
V, Cohen IR: Systemic lupus erythematosus in mice, spontaneous and induced, 
is associated with autoimmunity to the C-terminal domain of p53 that recognizes 
damaged DNA. Eur J Immunol 2000;30:977-984. 
(20) Tan EM, Cohen AS, Fries JF, Masi AT, McShane DJ, Rothfield NF, 
Schaller JG, Talal N, Winchester RJ: The 1982 revised criteria for classification 
of SLE. Arthritis Rheum 1982;25:1271-1272. 
(21) Bombardier C, Gladman DD, Urowitz MB, Caron D, Chang CH: Derivation 
of the SLEDAI. A disease activity index for lupus patients. Arthritis Rheum 
1992;35:630-640. 
(22) McLaughlin JR, Bombardier C, Farewell VT, Gladman DD, Urowitz MB: 
Kidney biopsy in systemic lupus erythematosus. III. Survival analysis controlling 
for clinical and laboratory variables. Arthritis Rheum 1994;37:559-567. 
(23) Knipping E, Krammer PH, Onel KB, Lehman TJ, Mysler E, Elkon KB: 
Levels of soluble Fas/APO-1/CD95 in systemic lupus erythematosus and 
juvenile rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 1995;38:1735-1737. 
(24) Jodo S, Kobayashi S, Kayagaki N, Ogura N, Feng Y, Amasaki Y, Fujisaku 
A, Azuma M, Yagita H, Okumura K, Koike T: Serum levels of soluble Fas/APO-
1 (CD95) and its molecular structure in patients with systemic lupus 
erytematosus (SLE) and other autoimmune diseases. Clin Exp Immunol 
1997;107:89-95. 
Investigación y resultados 
 61
(25) Migita K, Eguchi K, Kawabe Y, Nakamura T, Shirabe S, Tsukada T, 
Ichinose Y, Nakamura H, Nagataki S: Apoptosis induction in human peripheral 
blood T lymphocytes by high-dose steroid therapy. Transplantation 1997; 
63:583-587. 
(26) Zhang W, Hu G, Estey E, Hester J, Deisseroth A: Altered conformation of 
the p53 protein in myeloid leukemia cells and mitogen-stimulated normal blood 
cells. Oncogene 1992;7:1645-1647. 
(27) Wu J, Wang M, Li X, Sheng Y: Conformation changes of p53 proteins in 
regulation of murine T lymphocyte proliferation. Cell Mol Res 1993;39:27-31. 
(28) Kuhn HM, Kromminga A, Flammann HT, Frey M, Layer P, Arndt R: p53 
autoantibodies in patients with autoimmune diseases: a quantitative approach. 
Autoimmunity 1999;31:229-235. 
(29) Herkel J, Mimran A, Erez N, Kam N, Lohse AW, Marker-Hermann E, Rotter 
V, Cohen IR: Autoimmunity to the p53 protein is a feature of systemic lupus 
erythematosus (SLE) related to anti-DNA antibodies. J Autoimmun 2001;17:63-
69. 
 
 
Investigación y resultados 
 62
FIGURE 1: Levels of  p53 of SLE patients and control group. 
 
FIGURE 2: Levels of  p53 of active (SLEDAI > 7) and inactive (SLEDAI < 8) 
SLE patients and control group 
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5.3.1. SINTESIS DE LOS RESULTADOS MAS DESTACADOS  
 
1- Relación de p53 con la presencia de enfermedad lúpica 
• Los pacientes con LES tienen niveles sanguíneos más elevados de p53 que 
el grupo control.  
 
2- Relación de p53 con la actividad de la enfermedad 
• Los pacientes con lupus activo tienen niveles de p53 mayores que los 
pacientes con LES en fase inactiva. 
• Los niveles de p53 se correlacionan con el índice de actividad (SLEDAI), 
con los títulos de anticuerpos anti-DNA y con los niveles de IL-10.  
• Los niveles de p53 elevados en los pacientes lúpicos activos e inactivos no 
están influenciados por la presencia de nefropatía. 
 
3- Relación de p53 con el tratamiento recibido 
• No hay relación entre los niveles de p53 y el tipo de tratamiento recibido. 
• Los niveles de p53 tampoco se correlacionan con la dosis de 
glucocorticoides recibida. 
 
4- Relación entre los distintos parámetros (p53, sFas, TNF-alfa, Bcl-2 y  IL-
10) 
• Existe correlación entre los niveles de p53 y IL-10. 
• No hay correlación entre los niveles de p53 y TNF-alfa, entre p53 y Bcl-2, ni 
entre los niveles de p53 y sFas, respectivamente. 
Investigación y resultados 
 64
5.3.2. CONCLUSIONES PARCIALES  
 
1- Los niveles sanguíneos de la proteína p53 están elevados en los pacientes 
lúpicos, por lo que parece tener relación con la patogenia de esta 
enfermedad. 
 
2- La correlación de p53 con los otros parámetros de actividad (SLEDAI, 
anticuerpos anti-DNA, niveles de IL-10) sugiere que los niveles de p53 son 
también un buen parámetro de actividad en el LES.  
 
3- IL-10 podría influir en la actividad del LES a través de interferir en la vía 
apoptótica de p53, al estimular la presencia de niveles elevados de esta 
proteína en sangre periférica. 
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6. DISCUSION 
 
Múltiples genes y citocinas parecen interaccionar entre sí para determinar un 
efecto final sobre la vida o la muerte de una célula o conjunto de ellas, con lo 
que ello implica en el contexto de la autoinmunidad. Nuestros estudios se han 
basado en la enfermedad autoinmune por excelencia, el lupus eritematoso 
sistémico. 
Como ya introdujimos al hablar de las enfermedades autoinmunes en general, 
en el LES, algunos oncogenes (fas, bcl-2, p53…) y citocinas (IL-10, TNF-alfa…) 
juegan un papel importante en la regulación de la apoptosis de los linfocitos 
autorreactivos37-46.  
 
Interrelación entre el sFas y el TNF-alfa: 
Fas/APO1 es una proteína de la superficie celular que induce apoptosis en los 
linfocitos de los pacientes lúpicos. Así, se han encontrado niveles séricos 
elevados de la fracción soluble del Fas (sFas), que es la fracción extracelular 
del rFas47-51. Esto sugiere que sFas bloquea la apoptosis de los linfocitos 
activados, lo que contribuye a la aparición de los fenómenos autoinmunes 
propios del LES23. Diversos estudios sugieren que TNF-alfa puede interferir en 
la apoptosis de los pacientes lúpicos al inhibir la función del rFas52-53.  
En nuestros trabajos hemos objetivado niveles séricos elevados de TNF-alfa y 
sFas, los cuales tienen una correlación entre ellos. Tal como se ilustra en la 
Figura 7, el TNF-alfa, el cual está sobreexpresado en condiciones de 
inflamación como ocurre en el LES, podría interferir en la vía apoptótica del 
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Fas, al provocar la presencia de sFas en estos pacientes, quizás a través de 
inducir la delección de la fracción extracelular de esta proteína. El sFas 
presente en el suero de estos pacientes, que no es más que la fracción 
extracelular de rFas, donde interacciona su ligando en condiciones normales, 
bloquearía la unión del ligando con el receptor intacto. Ello produciría una 
deficiente apoptosis de los linfocitos autorreactivos, y favorecería la aparición 
de fenómenos autoinmunitarios.  
 
 
Figura 7: relación de sFas y TNF-alfa con la apoptosis de los linfocitos 
autorreactivos en el LES 
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Interrelación entre el sFas, Bcl-2 y IL-10: 
Se ha observado una buena correlación entre la población de linfocitos 
autorreactivos que sobreexpresan Bcl-2 y la presencai de actividad en el LES. 
Ello sugiere que los niveles elevados de Bcl-2 en estas células puede favorecer 
su supervivencia54. Esto ocurre, al menos en parte, por la interferencia de Bcl-2 
sobre la vía apoptótica del Fas55.  
Varios estudios muestran que la IL-10 contribuye a inhibir la apoptosis de las 
células autorreactivas en los pacientes lúpicos, a través de aumentar la 
expresión de Bcl-2 en estas células56-59. Además, la expresión de IL-10 y Bcl-2 
se ha relacionado con la actividad de la enfermedad60-66.  
Los resultados obtenidos en nuestros trabajos corroboran estos hechos (Figura 
8). En nuestros pacientes, hemos objetivado que la expresión de IL-10 y Bcl-2 
está relacionada con el mantenimiento de la actividad en el LES. La correlación 
hallada entre los niveles de Bcl-2 y sFas sugiere que, igual como ocurre con el 
TNF-alfa, un posible mecanismo de acción de Bcl-2 sobre la vía apoptótica del 
Fas sea a través de estimular la delección de la región extracelular de rFas, 
con el consiguiente aumento de los niveles de sFas. Esto contribuiría a inhibir 
la función pro-apoptótica de rFas a través de bloquear sus receptores (Fas 
ligando), lo que favorecería la supervivencia de los linfocitos autorreactivos. La 
deficiente apoptosis de los linfocitos autorreactivos en estos pacientes facilitaría 
la aparición de los fenómenos autoinmunes propios del LES. 
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Figura 8: relación de bcl-2 y IL-10 con la apoptosis en el LES. 
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Se ha sugerido que un cambio conformacional del oncogén p53 producido por 
mutación podría producirse durante la activación celular, lo que resultaría en la 
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explicaría que, en nuestros pacientes lúpicos hayamos encontrado niveles 
elevados de la proteína p53 en sangre periférica, lo cual no ha sido descrito 
hasta la actualidad en la literatura; y la presencia de anticuerpos anti-p53 en el 
suero de los pacientes estudiados por otros autores69-73. 
La autoinmunidad frente al DNA es controvertida, ya que el material genético 
por sí mismo es póbremente inmunogénico. Es por esto que el antígeno que 
provoca la reacción autoinmune frente al DNA, con la consiguiente aparición de 
anticuerpos anti-DNA característica en el LES, probablemente no es el propio 
DNA. En este camino, estudios recientes muestran la existencia de anticuerpos 
anti-p53 en los pacientes lúpicos69-71. La proteína p53 tiene un dominio que 
reconoce el DNA dañado. En el curso de la respuesta inmune frente a p53, se 
formarían anticuerpos contra este dominio de p53, con lo que estos anticuerpos 
mimetizarían inmunológicamente la estructura del DNA dañado. Estos 
anticuerpos inmunológicamente idénticos al DNA serían los responsables de la 
inducción de la formación de anticuerpos anti-DNA, en lugar del propio DNA. A 
su vez, los anticuerpos anti-DNA y anti-p53 pueden bloquear funcionalmente la 
activación de p53 por competencia con su dominio, y reducir así la apoptosis 
de las células autorreactivas72-73.  
En nuestros pacientes lúpicos hemos encontrado correlación entre los niveles 
de p53 y anticuerpos anti-DNA, lo que apoya esta hipótesis. Como se ilustra en 
la Figura 9, la correlación que hemos objetivado entre los niveles de IL-10 y 
p53 sugiere que esta interleucina (IL-10) podría inducir la presencia de niveles 
elevados de p53 en sangre periférica, quizás a través de la inducción del 
neoantígeno p53 antes mencionado, con una vida media más prolongada. 
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Como hemos mencionado, este hecho induciría la producción de anticuerpos 
anti-p53, que inhibirían la función de p53, por un mecanismo de unión 
antígeno-anticuerpo, y a través de la inducción de la formación de anticuerpos 
anti-DNA. La inhibición de la vía apoptótica de p53 favorecería la supervivencia 
anómala de los linfocitos autorreactivos en los pacientes con LES, lo que 
provocaría la aparición de fenómenos autoinmunes. 
 
Figura 9: Relación de p53 con la apoptosis de los linfocitos autorreactivos en el 
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LES 
Interrelación entre todos los parámetros estudiados (sFas, Bcl-2, TNF-
alfa, IL-10 y p53): 
Por último, en la Figura 10 se da una visión global de la interconexión de las 
distintas vías apoptóticas y los datos obtenidos en los diferentes trabajos de 
esta tesis doctoral, que hemos comentado con anterioridad de forma 
pormenorizada.  
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Figura 10: relación de sFas, TNF-alfa, IL-10, bcl-2 y p53 con la apoptosis de los 
linfocitos autorreactivos en el LES 
Se puede observar de forma más clara, cómo las alteraciones de las vías 
apoptóticas del Fas y de p53 tienen una acción directa sobre la patogenia de la 
enfermedad lúpica y, cómo éstas vías están interrelacionadas entre sí por 
distintas moléculas como la oncoproteína Bcl-2, la fracción soluble del Fas 
(sFas) y las interleucinas IL-10 y TNF-alfa. 
Conclusiones 
 74
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII. CONCLUSIONES 
Conclusiones 
 75
CONCLUSIONES PARCIALES 
 
1- Las proteínas sFas, TNF-alfa y p53 se relacionan con la patogenia del LES. 
 
2- Las proteínas Bcl-2, IL-10 y p53 se relacionan con la actividad de la 
enfermedad lúpica. 
 
3- Bcl-2 y TNF-alfa influyen en la disregulación apoptótica al interferir la vía del 
Fas. Ello provocaría la liberación en sangre periférica de la fracción 
extracelular del receptor Fas en forma soluble. Este Fas soluble inhibiría la 
vía apoptótica del Fas mediante el bloqueo de los receptores del propio Fas. 
 
4- IL-10 influye en la actividad de la enfermedad lúpica al favorecer la 
presencia de niveles elevados de p53 en sangre periférica. 
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CONCLUSION FINAL 
 
 
Los oncogenes fas, bcl-2 y p53, las citocinas IL-10 y TNF-alfa, y la fracción 
proteica soluble del Fas tienen una notable importancia en la patogenia y la 
actividad de la enfermedad lúpìca. 
Las vías apoptóticas del Fas y p53 son independientes entre sí. Sin embargo, 
diversas citocinas (IL-10, TNF-alfa), oncoproteínas (Bcl-2) y fracciones 
proteicas solubles (sFas) pueden ser las encargadas de relacionarlas entre sí. 
La interferencia de estas vías apoptóticas produciría una eliminación deficiente 
de los linfocitos autorreactivos. Ello favorecería su supervivencia, lo que 
provocaría las alteraciones de disregulación inmunológica propias del LES. 
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